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Достижения в области технологий секвенирования нового поколения 
(NGS) и разработки биоинформатического программного обеспечения сделали 
возможным расшифровку нуклеотидных последовательностей больших 
геномов. Стали реальными также секвенирование и анализ транскриптомов 
немодельных организмов.  
Предметом нашего исследования стали хвойные растения, которые 
имеют отличные от модельных организмов признаки: медленный рост, 
огромный размер богатого повторяющимися последовательностями генома (в 
основном, в виде транспозонов и тандемных повторов) и удивительно высокая 
фенотипическая пластичность.  
Целью настоящей работы стали de novo сборка транскриптома 
лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.) и проведение разведывательного 
кластерного анализа.  
Для достижения данной цели, были поставлены следующие задачи: 
 Провести предварительную обработку данных секвенирования; 
 Осуществить de novo сборку транскриптома;  
 Провести оценку качества сборки; 
 Провести разведывательный кластерный анализ 
Актуальность данной работы заключается в том, что хвойные леса 
занимают свыше 80% лесопокрытой площади России и имеют очень важные 
экологическое и экономическое значения. Они оказывают огромное влияние на 
экологию и климат, играют важную роль в поглощении углерода и 
предотвращении последствий глобального потепления климата. Изучение 
данных видов может помочь в разработке природоохранных мероприятий и 
решить вопросы, связанные с гибелью лесов вследствие незаконной рубки и 
воздействия различных вредителей и заболеваний. Помимо прочего, анализ 
транскриптома играет важную роль в изучении регуляции экспрессии генов и 
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регуляторных механизмов клетки и организма в целом, что является одной из 
актуальных проблем современной биологии.  
Для упрощения обработки такого большого объема данных используется 
кластерный анализ, который позволяет резко сокращать, сжимать большие 
массивы информации по целому набору признаков, делать их компактными и 
наглядными, не накладывая при этом никаких ограничений на вид 
рассматриваемых данных. Таким образом, дальнейшая обработка сводится к 
работе с интересуемыми исследователя кластерами по отдельности. 
Результаты работы были представлены на следующих международных и 
Всероссийских конференциях: 
 53-я Международная научная студенческая конференция, г. 
Новосибирск; 
 54-я Международная научная студенческая конференция, г. 
Новосибирск; 
 Седьмая Международная Школа молодых ученых «Системная биология 
и биоинформатика», г. Новосибирск; 
 Международная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых 
«Проспект Свободный-2015», г. Красноярск; 
 Третья летняя школа по биоинформатике, г. Москва; 
 3-я Международная конференция «Генетика, геномика, 
биоинформатика и биотехнология растений», г. Новосибирск; 
 The ProCoGen Final Open International Conference and Workshops on 
Promoting Conifer Genomic Resources, Orléans, France; 
 4-ое Международное совещание “Сохранение лесных генетических 
ресурсов Сибири”, г. Барнаул; 
 IWBBIO-2016, Granada, Spain.  
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1 Обзор литературы 
 
Задачу сборки транскриптома можно разделить на 2 этапа: 
секвенирование молекул кДНК, полученных из РНК и непосредственно сборка 
транскриптомных последовательностей при помощи специального 
программного обеспечения. 
1.1 Методы секвенирования транскриптома 
 
Секвенирование – определение аминокислотной или нуклеотидной 
последовательности биополимеров. В результате секвенирования получают 
формальное описание первичной структуры линейной макромолекулы в виде 
последовательности мономеров в текстовом виде [1]. 
Секвенирование нового поколения (Next-generation sequencing (NGS)) — 
техника определения нуклеотидной последовательности ДНК и РНК для 
получения формального описания ее первичной структуры. В отличии от 
секвенаторов, построенных на основе классического метода Сенгера, 
технологии NGS дают большое количество сравнительно коротких 
нуклеотидных последовательностей, что позволяет «прочитать» единовременно 
сразу несколько участков генома [2, 3]. 
В настоящее время для секвенирования транскриптома используют 
технологию секвенирования RNA-seq, пришедшую на смену микрочипам. 
Микрочипы предоставляли относительные количественные данные о 
транскриптах в пробе, в то время как технология RNA-seq позволяет получить 
абсолютную количественную информацию [4, 5]. 
 
1.1.1 Библиотека «поли-А» РНК 
 
Подготовка библиотек, в зависимости от платформы секвенирования, 




Большая часть тотальной РНК представлена рибосомальной РНК, которая 
мало значима для транскриптомных исследований. Для её удаления был 
разработан метод зондовой гибридизации. После этого этапа для 
секвенирования остаются матричные и некодирующие РНК [7]. 
В настоящее время для разделения кодирующей фракции (мРНК) от 
некодирующей используют олиго-Т праймер, целью воздействия которого 
является поли-А хвост матричной РНК. Данный процесс сводится к простому 
отжиганию праймера с этой областью. Для данной цели могут быть также 
использованы магнитные шарики [6].  
Далее производят обратную транскрипцию, которая заключается в 
синтезе комплементарной ДНК (кДНК, cDNA) на матрице РНК с помощью 
фермента обратной транскриптазы [8]. 
Следующий этап – фрагментирование синтезированной кДНК и ее 
секвенирование с получением большого количества коротких прочтений 
(“ридов”), от числа которых зависит точность результатов секвенирования. 
 
1.1.2 Секвенирование некодирующих РНК 
 
При секвенировании РНК, отличной от мРНК, процесс создания 
библиотеки изменяется. В этих случаях РНК выбирается в соответствии с 
интересуемым исследователя интервалом длин. Для выделения коротких РНК 
(микроРНК), производят отбор по длине с помощью электрофореза, 
специальных магнитных бус или коммерчески разработанных комплектов. 
После выделения, по обоим концам добавляются линкеры и производится 
очистка. Далее проводят обратную транскрипцию полученных молекул. 
 
1.1.3 Прямое секвенирование РНК 
 
Обратная транскрипция, используемая в вышеописанных методах, дает 
большое количество ошибок, препятствующих дальнейшему анализу 
полученных данных, поэтому идут разработки технологии секвенирования 
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РНК, основанной на мономолекулярном прямом секвенировании. Этот метод 
предполагает секвенирование РНК без получения кДНК, лигирования, 
амплификации и других процедур, которые могут изменить образец [9]. 
 
1.2 Сборка RNA-Seq данных 
 
Под задачей сборки транскриптома понимается процесс объединения 
большого количества коротких фрагментов ДНК в несколько длинных 
последовательностей в целях восстановления набора транскриптов по 
информации, полученной с помощью секвенатора.  
 
1.2.1 Особенности сборки транскриптома 
 
Процесс сборки транскриптома аналогичен процессу сборки генома, но 
при этом, сборка транскриптома имеет свои отличительные особенности. 
В отличие от генома, где необходимо восстановить одну длинную 
нуклеотидную последовательность, при сборке транскриптома возникает задача 
восстановить множество транскриптов различной длины. Следующая 
отличительная черта в том, что при секвенировании генома покрытие участков 
генома чтениями равномерно, что облегчает процесс нахождения ошибок 
секвенирования. В свою очередь, транскриптом сильно изменяется в 
зависимости от условий окружающей среды, поэтому покрытие двух разных 
транскриптов отличается, так как у различных генов разный уровень 
экспрессии в разные промежутки времени. 
Альтернативный сплайсинг также вносит сложности в процесс сборки 
транскриптома. Альтернативный сплайсинг – процесс, обеспечивающий 
кодирование одним геном структурно различных зрелых молекул мРНК и, 
следовательно, различающихся полипептидов. Таким образом, в результате 




Рисунок 1 – Альтернативный сплайсинг 
  
1.2.2 Типы транскриптомных ассемблеров 
 
Как и программы для сборки генома, сборщики транскриптомов делятся 
на два типа. Ассемблеры, которые используют референс (reference-based 
assembly) и ассемблеры, которые его не используют (de novo). Установлено, что 
первый тип сборщиков зачастую обеспечивают лучшее качество сборки, но при 
этом необходима референсная последовательность, что при исследовании 
новых организмов не всегда возможно. 
 
1.2.3 Алгоритмические подходы 
 
Существует два подхода для сборки транскриптома. Первый основан на 
перекрытии – overlap graphs (используется для большинства ассемблеров, 
разработанных для работы с данными секвенирования, полученными методом 
Сэнгера). Второй подход основан на графах де Брёйна, который применяется 
для коротких фрагментов, например, полученных с помощью платформы 
Illumina [10, 11]. Пример графа де Брёйна представлен на рисунке 2.  
Вершинами графа де Брёйна являются k-меры. K-мером называется 
последовательность длины k, которая извлекается из прочтений. Каждому 
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ребру в графе соответствуют (k+1)-меры. Ребро соединяет две вершины графа 
тогда и только тогда, когда k-мер первой вершины является префиксом (k+1)-
мера ребра, а k-мер второй – суффиксом. K-меры, встречающиеся небольшое 
количество раз, исключают из дальнейшей сборки, так как существует 
вероятность наличия в них ошибки секвенирования. 
 
Рисунок 2 – Пример графа де Брёйна 
Наиболее популярными de novo сборщиками транскриптома, которые 
используют подход, основанный на графах де Брёйна, являются Trinity, Velvet-




Работа данной программы состоит из трех этапов: 
 Этап Inchworm – сборка контигов на основе k-меров; 
 Этап Chrysalis – полученные на первом этапе контиги разбиваются на 
группы и для каждой строится граф де Брёйна; 
 Этап Butterfly – анализ графов, с последующим выводом всех 
возможных последовательностей транскриптов. 
На рисунке 3 представлена схема работы программы Trinity. 
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На этапе Inchworm составляется словарь k-меров из всех чтений, 
полученных в результате секвенирования. После этого, из полученного словаря 
удаляются k-меры, в которых с большой вероятностью содержится ошибка, а 
наиболее часто встречаемый k-мер становится исходной последовательностью 
для построения графа. Затем из словаря выбирается наиболее часто 
встречаемый k-мер, который имеет подстроку длины k-1, равную суффиксу или 
префиксу наращиваемой последовательности, и данная последовательность 
расширяется с помощью оставшегося символа данного k-мера. После этого 
выбранный k-мер удаляется из словаря. Этот шаг повторяется до тех пор, пока 
это возможно. Полученная последовательность сохраняется.  
 




На этапе Chrysalis контиги, полученные на этапе Inchworm, группируются 
в компоненты. Группировка контигов происходит, если они имеют хотя бы 
одну общую подстроку длины k-1. Затем для каждой группы строится граф де 
Брёйна.  
На этап Butterfly происходит объединение вершин, которые представляют 
более длинные последовательности, и удаляются ребра, представляющие 




Вначале, полученные с помощью программного обеспечения Velvet 
контиги исправляются с помощью нескольких алгоритмов (в том числе TourBus 
– алгоритма, предназначенного для поиска наилучшего пути в графе и удаления 
лишних ребер, формирующих топологию пузырь (bubble), которая обычно 
формируется из-за ошибок секвенирования или биологических вариантов).  
После фильтрации контигов, алгоритм Oases выполняет их сборку в 
скэффолды с последующей фильтрацией. Контиги, длиной больше пороговой 
(50+k-1 нуклеотидов) считаются длинными, остальные короткими. На 
следующем этапе контиги собираются в локусы (loci). Вначале группируются 
длинные контиги, после этого к каждому кластеру добавляются короткие, 
имеющие соединения с длинными контигами из этих кластеров. На последней 
стадии транскрипты, обычно один или два, извлекаются из локусов, 
представляющих собой одну из топологий: цепь (chain), вилка (fork) и пузырь 
(bubble) [13]. На рисунке 4 представлена схема работы программы Oases (1-5) и 








Основная идея данного подхода – объединение результатов, полученных 
при работе ассемблера ABySS для различных значений k. 
После сборки контигов для различных k, происходит объединение 
соседних наборов: набор контигов для ki объединяется с набором ki+1, и так 
далее. Контиги длиной менее 2k-2 нуклеотидов не учитываются. Для 
объединения выполняется выравнивание контигов из первого набора на 
контиги из второго. Затем происходит выравнивание в обратную сторону. Для 
выравнивания используется программное средство BLAT. Затем из 
объединенного набора удаляются контиги, которые являются подстроками 
других контигов в этом наборе, до тех пор, пока не останется единственное 
множество. 
Для полученных контигов применяются алгоритмы фильтрации. Один из 
алгоритмов удаляет «островные контиги» – контиги, не имеющие соседних в 






У программы Multiple-k есть два алгоритма сборки контигов. В обоих 
используется сборка при помощи программного обеспечения Velvet с 
различными значениями k. 
Первый алгоритм – исключающий алгоритм (subtractive Multiple-k). 
Вначале собираются контиги при большом значении k. Использованные чтения 
удаляются из набора, и сборка повторяется с меньшим значением k. Процедура 
повторяется несколько раз. Полученные при разных сборках контиги 
объединяются, образуя финальную сборку. При этом контиги, собранные при 
большем значении k, соответствуют генам с высоким уровнем экспрессии, при 
меньшем – с низким уровнем экспрессии. 
Второй алгоритм Multiple-k – смешивающий алгоритм (additive Multiple-
k). В этом подходе использованные чтения не удаляются. При таком подходе 
одинаковые контиги могут образоваться в разных сборках, внося избыточность 
в финальный набор. Для устранения избыточности используется программное 
средство CD-HIT-EST, которое выполняет выравнивание контигов самих на 
себя, и, избыточные контиги удаляются. Оставшиеся контиги образуют 
финальную сборку [15]. 
 
1.2.8 Сравнительная характеристика ассемблеров 
 
Сравнение программных средств для de novo сборки транскриптома 
представлено в таблице 1. Сравнение проводилось по следующим параметрам: 
 параллельность – поддерживает ли алгоритм многопоточные 
вычисления; 
 парные чтения – поддерживает ли алгоритм работу с парными 
чтениями; 
 stranded reads – поддерживает ли алгоритм работу с чтениями, для 
которых известна информация о принадлежности цепи ДНК. 
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Таблица 1 – Сравнительная характеристика программ для de novo сборки 
транскриптома 
 De novo Параллельность Парные чтения Stranded reads 
Trinity + + + + 
Velvet-Oases + + + + 
Trans- 
ABySS 
+ + + - 
Multiple-k + - + + 
 
1.3 Кластеризация данных 
  
Кластерный анализ предполагает выделение компактных, геометрически 
удаленных друг от друга групп объектов, внутри которых объекты близки. 
Задача кластерного анализа заключается в том, чтобы на основании 
данных, содержащихся во множестве векторов измерений },...,,{ 21 nXXXX  , где 
вектор ][ ijj xX   отвечает каждому ряду измерений x для j-го объекта, разбить 
множество объектов },...,,{ 21 nIIII  на k кластеров kmmm ,...,, 21  так, чтобы 
каждый объект jI принадлежал одному и только одному подмножеству 
разбиения и чтобы объекты, принадлежащие разным кластерам, были 
разнородными. Решением подобной задачи является разбиение, 
удовлетворяющее некоторому условию оптимальности, которая может быть 
определена как требование минимизации среднеквадратичной ошибки 
разбиения. 
Важно отметить, что подобное решение принципиально неоднозначно, 
так как число кластеров, как правило, неизвестно заранее, и устанавливается в 
соответствии с некоторым субъективным критерием, также субъективен и 
выбор функции расстояния между объектами. 
Кластеризация начинается с выборки объектов для кластеризации и 
определения множества переменных, по которым будут оцениваться объекты в 
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выборке. Иногда из-за неоднородности единиц измерения признаков 
становится невозможно корректно рассчитать расстояния между точками, и 
тогда приходится прибегать к нормализации значений переменных. Однако 
следует помнить, что нормировка сильно искажает геометрию исходного 
пространства, что может изменить результаты кластеризации. 
 
1.3.1 Методы кластеризации 
 
В настоящее время известно более сотни разных алгоритмов 
кластеризации. Их разнообразие объясняется не только разными 
вычислительными методами, но и различными концепциями, лежащими в 
основе модели кластеризации. Наиболее популярными являются: 
 модели на основе иерархии (иерархическая кластеризация) включают в 
себя два подхода: агломеративный и дивизимный, в зависимости от того 
объединяются или разделяются кластеры по мере продвижения вверх по 
иерархии; 
 центроидные модели (k-means, k-medoids, k-medians, c-means и др. 
алгоритмы) представляют каждый кластер с помощью вектора средних 
значений. Одним из самых больших недостатков подобных алгоритмов 
является то, что число кластеров k необходимо знать заранее. Выбор числа 
кластеров может базироваться на результатах предшествующих исследований 
или теоретических соображениях;  
 модели на основе статистического распределения, например, 
многомерного нормального распределения, используемого в EM-алгоритме 
[17]; 
 в моделях на основе плотности кластеры определяются как области с 
более высокой плотностью, по сравнению с остальной частью набора данных. 
Наиболее популярными алгоритмами кластеризации в данной области 
являются DBSCAN и OPTICS.  Недостаток таких алгоритмов в том, что 
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необходимо указывать минимальное значение плотности для определения 
границ кластеров [18]. 
Не существует объективно «правильного» алгоритма кластеризации, для 
конкретной задачи наиболее подходящий алгоритм кластеризации нужно 
выбирать экспериментально [16].   
 
1.3.2 Метод динамических ядер 
 
Метод динамических ядер (k-means) – наиболее простой и широко 
используемый итеративный алгоритм кластеризации без учителя, разделяющий 
множество данных на k кластеров, расположенных на возможно больших 
расстояниях друг от друга. Данный алгоритм состоит из следующих этапов:  
1. Случайный выбор k точек, являющихся начальными «центрами масс» 
кластеров, которые могут представлять собой либо k из I объектов, либо 
случайные точки. Под «центром массы» кластера понимается точка в 
пространстве характеристических векторов со средними для данного кластера 
значениями характеристики; 
2. Каждый объект приписывается к кластеру с ближайшим «центром 
масс»; 
3. Перерасчет «центров масс» согласно текущему набору объектов, 
входящих в состав кластеров; 
4. Если критерий остановки алгоритма не удовлетворен, вернуться к шагу 
2 [19, 20]. 
 
1.3.3 Выбор меры расстояния  
 
Выбор расстояния между объектами является узловым моментом 
исследования, от него во многом зависит окончательный вариант разбиения 
объектов на классы при данном алгоритме кластеризации. Однако, данный этап 
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представляет основную сложность анализа, так как выбор метрики 
неоднозначен. 
Евклидова метрика (1) очень популярна и наиболее употребительна, так 
как отвечает интуитивным представлениям о близости объектов в 
пространстве. Примеры некоторых наиболее употребительных функций 
расстояния приведены в таблице 2 [21]. 
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1.3.4 Методы визуализации данных 
 
Упругая карта – инструмент для нелинейного сокращения размерности и 
визуализации многомерных данных. Визуализация данных осуществляется с 
помощью проецирования точек данных на построенную упругую карту. 
Данный метод позволяет показывать проекции точек данных в пространстве 
малой размерности. Упругая карта выступает в роли криволинейной пластинки, 
погруженной в облако точек данных, на которую это облако проецируется и 
предоставляется исследователю для анализа. Эта пластинка, аппроксимируя 
данные, стремится быть не слишком изогнутой и растянутой (представляет из 
себя «натянутую» на точки данных эластичную пленку). В технологии 
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визуализации на такого рода карту данных можно накладывать 
информационные слои раскрасок, отображающих разнообразную информацию, 
характеризующую облако точек данных. 
В биоинформатике данный метод нашёл свое применение для 
разведочного анализа и визуализации многомерных данных [22, 23]. 
 
1.3.5 Программа ViDa Expert 
 
ViDa Expert 1.0 является уникальным свободно распространяемым 
программным инструментом для визуализации многомерных данных.  
Программа имеет внутреннюю иерархию объектов. Некоторые из них 
соответствуют тем объектам, с которыми оперирует исследователь на практике, 
другие являются контейнерами, содержащими и упорядочивающими объекты 
исследования. Такими объектами являются Данные, Таблица, Карта и Слой, 
содержащиеся в объекте-контейнере верхнего уровня Проект. Наиболее часто 
используемый объект данной программы – Карта содержит в себе всю 
необходимую информацию для отрисовки на экране информационного слоя. В 
программе ViDa Expert реализовано 4 варианта Видов: 
 вид на координатные плоскости; 
 вид на плоскость главных компонент; 
 вид во внутренних координатах карты (в виде равномерной сетки узлов, 
точки размещены в соответствии с их проекциями на карту); 
 вид во внутренних координатах карты (в виде настраиваемой 
криволинейной сетки). 
Основным методом, который реализован в данной программе, является 
метод упругих карт. Кроме того, реализованы другие методы анализа данных, в 
том числе различные методы кластеризации (иерархическая, k-means), LDA, 





2 Материалы и методы 
  
В качестве материала данной работы использовались данные 
секвенирования мРНК, выделенной из почки лиственницы сибирской (Larix 
sibirica Ledeb.) с помощью набора реактивов RNeasy Plant Mini Kit компании 
QIAGEN (Hilden, Germany) в Лаборатории лесной геномики СФУ под 
руководством проф. К. В. Крутовского на приборе Illumina MiSeq. 
Секвенирование проводилось с использованием парно-концевой библиотеки 
размером 250-400 нуклеотидных оснований, приготовленной с помощью 
набора реагентов TruSeq RNA Sample Preparation v2 компании Illumina (San 
Diego, USA) и 250 циклов секвенирования в обоих направлениях (250×2) с 
использованием набора реагентов MiSeq v2 Reagent Kit 500 Cycles PE. 
Обработка данных секвенирования и сборка транскриптома 
осуществлялась на специализированном комплексе IBM для 
высокопроизводительных вычислений с 96 ядерным SMP сервером IBM x3950 
X6 с объемом ОЗУ 3 ТБ. Также в комплекс входит гибридный счетный сервер 
IBM dx360 M4 c двумя GPU NVIDIA Tesla K20, обеспечивающий суммарную 
пиковую производительность для вычислений одинарной точности с 
плавающей точкой до 7 Tflops, а также подсистема хранения данных IBM 
Storwize V3700 объемом 48 Тб. Комплекс работает под управлением ОС SuSe 
Linux Enterprise Server 11, установлена параллельная файловая система IBM 
GPFS, система мониторинга Ganglia и система пакетной обработки Torque. 
 
2.1 Обработка и сборка данных секвенирования 
 
На первом этапе работы проводилось картирование данных 
секвенирования на геном PhiX, используемый для контроля качества 
секвенирования, с помощью программы bowtie2 [26]. На следующем этапе 
проводилась оценка качества полученных данных при помощи программы 
FastQC. Для удаления нуклеотидов с низким качеством секвенирования и 
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специфических последовательностей (адаптеры и индексы) использовалась 
программа Trimmomatic [27]. После фильтрации данные вновь проверялись при 
помощи программы FastQC.  
Сборка данных секвенирования транскриптома осуществлялась при 
помощи de novo ассемблера Trinity, основанного на де Брёйн графах [12].  
 
2.2 Частотный словарь триплетов 
 
На основе распределения длин контигов (рисунки 5, 6), для первичного 
статистического анализа полученного транскриптома отбирались 
последовательности, длина которых составляла не менее 2000 п.о.; их общее 
число составило 1436 последовательностей. Затем для каждой 
последовательности составлялся частотный словарь триплетов.  
 





Рисунок 6 – Распределение длин контигов более 2000 п.о. 
 
Частотным словарем (или частотным списком) фрагмента транскриптома 
называется набор триплетов вместе с информацией о частоте их встречаемости 
(отношение числа копий данного триплета к общему числу всех триплетов). 
Частоты подсчитывались для триплетов, а не для кодонов, т.е. каждый 
нуклеотид в последовательности давал начало какому-то триплету. В случае с 
нуклеотидными последовательностями, предполагается 4-x буквенный алфавит 
ℵ = {A, C, G, T}. Таким образом, каждый элемент транскриптома 
преобразовывался в точку в 64-мерном пространстве, где координатами 
являются триплеты, а их значениями – частоты. Близость двух контигов 
задавалась как близость двух точек в евклидовой метрике (см. 1.3.3 (1)) [28].  
В данной работе были составлены и изучены частотные словари 4 типов. 
Первый тип частотного словаря составлен в результате сдвига рамки 
считывания (3 п.о.) на 1 нуклеотид, начиная от 1-го нуклеотида. Второй, третий 
и четвертый частотные словари получены в результате сдвига рамки 
считывания на 3 нуклеотида от 1-го, 2-го и 3-го нуклеотида, соответственно. В 
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первом случае рамки считывания пересекались, в других – нет. На рисунке 7 
схематично представлены частотные словари, используемые в работе. 
 
Рисунок 7 – Различные типы частотных словарей 
 
Для исключения влияния линейной связи, создаваемой из-за того, что 
сумма всех частот всех триплетов равна 1, необходимо исключить один из 
триплетов из дальнейшего анализа. Теоретически, можно исключить любой 
триплет, однако на практике исключался триплет с наименьшим стандартным 
отклонением по нашей выборке, т.к. он давал наименьший вклад в 
различимость частотных словарей. 
Изучалось разбиение множества указанных элементов транскриптома на 
классы методом динамических ядер (см. 1.3.2) при помощи программы 
ViDaExpert: строилось разбиение на 2, 3, 4, и 5 классов; следует подчеркнуть, 
что построение классификации методом динамических ядер всегда начинается 
со случайного разбиения точек исходного множества на два класса и 
сходимость в серии различных испытаний к одному и тому же распределению 




3 Результаты и обсуждения 
 
3.1 Результаты ассемблирования 
 
На основании отчета FastQC были сделаны выводы о том, что результаты 
секвенирования транскриптома содержат 17078406 прочтений длиной 35-151 
п.о., средний GC-контент которых составил 46%.  
В результате первичной обработки данных получено 10180510 
высококачественных парноконцевых чтений транскриптома лиственницы 
сибирской с 20Q (т. е. вероятность ошибки секвенирования не более 1%), 
длина которых лежит в пределах 35-135 п.о.  
Сборка данных осуществлялась при помощи de novo ассемблера Trinity, 
запуск которого осуществлялся со стандартными параметрами. Полученный 
транскриптом лиственницы содержал 43686 уникальных последовательностей; 
самая длинная состояла из 8512 п.о. При этом средняя длина 
последовательности в транскриптоме составляла 606 п.о., стандартное 
отклонение – 609 п.о. Подробная информация о сборке была получена с 
помощью программного обеспечения QUAST, и представлена в таблице 3 [29]. 
Высокое качество полученной транскриптомной сборки подтверждается 
следующими фактами: 
 высоким процентом выравнивания ридов обратно на сборку (87,39%), 
выполненное с помощью программы bowtie2; 
 высоким уровнем сходства с другими сборками транскриптомов 
представителей семейства Pinaceae Lindl., полученных в рамках проекта 
Dendrome [30]. Сравнительная характеристика представлена в таблице 4. 
 отсутствием в ней контаминаций, что подтверждается графиком 




Рисунок 8 – Распределение GC-состава по выборке 
 
Таблица 3 – Подробная информация о полученной сборке 
Показатель Значение 
Число контигов (≥ 0 п.о.) 43686 
Число контигов (≥ 1000 п.о.) 6919 
Длина максимального контига, п.о. 8512 
Общая длина (≥ 0 п.о.) 26493048 












Таблица 4 – Результаты сравнительного анализа 
 L. sibirica P. abies P. lambertiana P. menziesii P. taeda 
Число контигов 
(≥ 0 п.о.) 
43686 19026 30981 25041 48842 
Число контигов 
(≥ 1000 п.о.) 
6919 9086 11653 13642 30693 
Общая длина (≥ 
0 п.о.) 
26493048 22248988 32088911 32492919 73956391 
Общая длина (≥ 
1000 п.о.) 
11996463 15629262 20146917 24886314 61745105 
Max контиг, п.о. 8512 6424 6827 7562 9828 
GC (%) 43.57 43.98 42.00 42.92 43.01 
N50 878 1443 1353 1644 1933 
N75 848 967 863 1086 1267 
L50 4369 4989 7154 6584 12655 
L75 8659 9500 14053 12470 24184 
 
3.2 Результаты кластеризации 
 
В результате кластеризации была обнаружена симметрия в структуре 
ансамбля последовательностей, составляющих транскриптом. Вначале 
строилось разбиение частотных словарей первого типа на два, три и четыре 
класса. В первом случае устойчивость получаемого разбиения была очень 
высокой – в серии из пяти сотен реализаций методом динамических ядер все 
пятьсот раз в один и тот же класс попадало более 95% всех 
последовательностей этого класса. Более того, те последовательности, которые 
меняли свою принадлежность к классу, во-первых, делали это тоже 
сравнительно редко – из трёхсот реализаций лишь в 35 случаях они переходили 
в противоположный класс, а во-вторых, группа переходящих 
последовательностей была всегда одной и той же. Это доказывает, что 
построенная классификация была очень устойчивой. Кроме того, высокой была 
и различимость классов: расстояние между центрами классов было больше 
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каждого из радиусов полученных классов. В таблицах 5-8 представлены 
итоговые результаты кластеризации.  
На следующих этапах работы рассматривалась только кластеризация на 2 
класса, т.к. она является наиболее устойчивой и имеет высокую различимость 
классов. 
 





до 2 класса 
1 0,0269308 0,0351447 
2 0,0272037  
 





до 2 класса 
Расстояние 
до 3 класса 
1 0,027184375 0,031959981 0,0358178 
2 0,031474497  0,034378307 
3 0,027095163   
 





до 2 класса 
Расстояние 
до 3 класса 
Расстояние 
до 4 класса 
1 0,025612725 0,04776729 0,026091906 0,044014182 
2 0,026911142  0,035593343 0,034373614 
3 0,02401175   0,03409222 











до 2 класса 
Расстояние 
до 3 класса 
Расстояние 
до 4 класса 
Расстояние 
до 5 класса 
1 0,02555416 0,034447132 0,055149391 0,05656459 0,055615486 
2 0,022913788  0,045288337 0,04852316 0,038412312 
3 0,025526002   0,051195555 0,039319519 
4 0,029491422    0,042635092 
5 0,027268234     
 
Для визуализации результатов кластеризации был использован метод 
упругих карт (вид во внутренних координатах) – см. рисунок 9. 
 





Было предположено, что полученные два кластера соответствуют 
«минус-цепи» и «плюс-цепи» ДНК. Для проверки данной гипотезы было 
использовано два подхода: расчет величины невязки и проверка с помощью 
GenBank. 
 
3.2.1 Величина невязки 
 
Хорошо известно, что реальные нуклеотидные последовательности 
обладают важными комбинаторными свойствами: для них выполняются (с той 
или иной точностью) т.н. первое и второе правила Чаргаффа [31-34]. Первое 
правило Чаргаффа гласит, что в молекулах ДНК количество тимина (T) равно 
количеству аденина (A), а количество гуанина (G) равно количеству цитозина 
(C), что позже объяснилось структурой ДНК, состоящей из двух 
комплементарных цепочек или нитей. Второе правило Чаргаффа гласит, что в 
пределах одной цепочки ДНК доля нуклеотидов A близка к доле нуклеотидов T 
(и, соответственно, близки доли нуклеотидов G и C). 
Обобщённое второе правило Чаргаффа гласит, что в реальных 
последовательностях близкими являются частоты двух олигонуклеотидов, 
составляющих т.н. комплементарный палиндром; комплементарным 
палиндромом является пара слов, читающаяся одинаково в противоположных 
направлениях, с учётом замены нуклеотидов по правилу комплементарности. 
Например, слова GAC и GTC; GACGT и ACGTC; GAATTC и GAATTC, 
являются комплементарными палиндромами; последний из приведённых 
является совершенным. 
Хорошо известно, что различные (таксономические) группы организмов 
различаются по тому, насколько точно выполняется второе правило Чаргаффа 
для их геномов [31, 32]. 
Одна из возможных мер 3  точности выполнения строится так (нижний 










3 ff                                      (2) 
где   и   – пара триплетов, составляющих комплементарный 
палиндром,   – множество таких пар, символ  – обозначает мощность 
множества, а f  – частоту слова  . Характерная величина показателя (2) для 
генетических систем разной природы варьирует от 0.05 до 0.002 (см. подробнее 
в [31, 32]). 
Мы определяли величину невязки (2) для ядра каждого из двух 
полученных методом динамических ядер классов; при этом невязка 
определялась по 32 парам триплетов, составляющих комплементарные 
палиндромы. Результаты определения показаны на рисунке 10. Затем 
определялась невязка (2) между центрами двух классов – см. рисунок 11. 
Различия невязки, определяемой между двумя классами, и внутри каждого из 
классов весьма велико (более порядка). Средние величины невязок 
представлены в таблице 9. 
 
Рисунок 10 – Величина невязки внутри классов (серым цветом обозначен 1 




Рисунок 11 – Величина невязки между классами 
 
Таблица 9 – Средние значения невязок 
Невязка в 1 классе Невязка во 2 классе Невязка между классами 
0.7788E-3 0.7761E-3 0.2919E-4 
 
В основе наблюдаемого эффекта возможно лежит особенность 
построения транскриптома: контиги в этом наборе юнигенов разнонаправлены, 
т.е. представляют собой смесь 35   и 53   фрагментов. Хотя РНК 
выделялась с помощью поли-А конца, т.е. в одном направлении, однако при 
синтезе кДНК и дальнейшем её секвенировании и сборке в консенсусные 
контиги могут быть ориентированы в любом направлении. Можно ожидать, что 
сравнение с транскриптомом, выровненном по направлению репликации 35   
даст величину невязки (2), связанную с этим эффектом и характерную также 




 3.2.2 Результаты GenBank 
 
Для проверки поставленной гипотезы, все контиги выборки были 
выровнены на нуклеотидную базу GenBank с e-value = e10-5. В результате, для 
1436 последовательностей было обнаружено 759 соответствий, из них «плюс-
цепи» соответствовало 377 последовательностей, «минус-цепи» – 381. Важно 
отметить, что для каждой последовательности у нас было 5 лучших 
выравниваний, из которых мы брали направление по самому первому, в 
большинстве случаев направление у всех 5 совпадало, но бывали и исключения. 
Для 677 последовательностей совпадений в GenBank не нашлось. 
 Для последовательностей, найденных в базе, был сформирован 
отдельный dat файл (формат данных для программы ViDa Expert), но уже с 
указанием информации о направлении. На основе данного файла было 
проведено повторное разделение последовательностей на два класса. Результат 
кластеризации представлен на упругой карте, представленной на рисунке 12. 
Для удобства восприятия данной иллюстрации направления считывания 




Рисунок 12 – Результаты кластеризации на 2 класса с информацией из GenBank 
 
3.3 Шестикластерная структура транскриптома 
 
Кластеризация частотных словарей второго, третьего и четвертого типов 
на классы дала похожие результаты. На упругих картах (во внутренних 
координатах), представленных на рисунках 13-15, хорошо видны 6 кластеров, 
соответствующих трем кластерам с контигами с «плюс-цепи» и трем кластерам 
с фрагментами с «минус-цепи» ДНК. Используя полученные упругие карты, 
был проверен факт перехода контигов между кластерами. Контиги, 
находящиеся в одном кластере, представляют другой кластер контигов упругой 
карты, построенной на основе частотных словарей другого типа. Переход 
осуществляется полностью без разделения. Тем самым было показано, что 
образованные 6 кластеров – вершины фазовых треугольников, образуемые в 




В статье [35] также было показано, что геномные данные при 
кластеризации образуют 7-кластерную структуру, где седьмому центральному 
кластеру соответствуют некодирующие участки генома.  Транскриптом не 
содержит таковых, и, следовательно, получаемая структура имеет только 6 
кластеров.  
 
Рисунок 13 – Результаты кластеризации частотных словарей 2 типа 
 




Рисунок 15 – Результаты кластеризации частотных словарей 4 типа 
 
Используя метод главных компонент, было получено трехмерное 
изображение данной структуры, каждый кластер которой представляет собой 
вершину октаэдра (см. рисунок 16). Такое расположение объясняется GC-
составом, как было показано в [35]. 
 






В ходе данной работы были выполнены все поставленные задачи, а 
именно: 
 проведена предварительная обработка данных секвенирования, в 
результате которой было получено 5090255 высококачественных 
парноконцевых чтений транскриптома лиственницы сибирской с 20Q  
(вероятность ошибки секвенирования не более 1 %); 
 впервые осуществлена de novo сборка транскриптома лиственницы 
сибирской, длина которого составила 26493048 п.о.;  
 составлены и изучены методами динамических ядер и упругих карт 
частотные словари различных типов для транскриптомных данных; 
 определены свойства кластеров для частотных словарей первого типа; 
 получена 6-кластерная структура для частотных словарей второго-
четвертого типов. 
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